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Processo para a determinagao da estmtura primaria 
do KNA mensageiro codificante para a 

■X ** ? 

Endooligopeptidase Humana Recombinante - A hEOPA e^ 

da sua seqiieiicia proteica, para a determinagao do^ 

.?/.- ~ " - :/ * "ll 

*5 gene da EOPA Humana e * para a produ<pao da EOPA^ 

:h ' 
humana recombinante; Processo de geragao de anti-; : 

corpo an ti -EOPA Humana poli clonals e em;> 

'camundongos; Processo -de caracterizapao e 

substratos sinteiticos das propriedades Bioqjuimicas 

10 e Proteoliticas da hEOPA; Processo de 
idervfexficaQao ■ <0- inibidpres, da : ; EOPA E Ara^idprpos: 
inibidores da litividade ; catalitica e de inter agao 
com ; ioligopeptideos ; Competldor0s e Antagphistais ; 
Metodo de identifxcagao de condiqoes de patfcilogias 

15 cphg^nitas, infecciosas 4 degre^eriativas do sistema 
nervoso central e de determinag&o do papel da EOPA 
em processes imunologicos; Metodo de Diagnostico, 
prevengao ou tratamento de doengas congenitas , 
infecciosas e degenerativas do Sistema nervoso 

20 Central; Uso de Inibidor:es e cpmpetidores e seus 
derivados, para o tratamento de patologias 
v neurologicas e degenerates^ teci duals . 

A invengao refere-se a endooligopeptidase 
A humana (.hEOPA) recombinante, polinucieotideos 
25 que codificam para a A hEOPA, polinucieotideos que 
indentificam a expressao da .hEOPA em animals e 
humanos, substratos sinteticos utilizados para a 
determinacao da atividade proteolitica e chaperona 
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da nEOPA, anticorpos especificos e inibidores da 
sua atividade catalitica e de interagaov.com 
oligopeptideos, con^etidores e antagonistas dJUua 
xnteracao com outrks proteinas , formagabf • de 
complexes proteicos, A invengao tambem se refere a 
■ metodos para diagnostic e/ou identificacaoV' de 
, conduces de patologlas congSnitas, infecciosls % 
! degenerates do sistema nervoso central e park 
F dishes % Siq ui St rica S e de cofckmento . 
•0. Propoe ain|a, ; a apllcagfo de ^Idores . e 

••; ff^^t. 5 'kntlcorposf ou sens < 
.derxvados/ ^ a fe o . tratamento de %!tologias 
^uroiagicaa^e degenee.gaes 'teciduais. " ' 

, ■ I &j , MSlS ^P^i ficamer.t^ i« presented invengao 
' ata ^ ^ Pr ° teina -presia no sistema nervoso 
central (SNC, , com atividade proteolitica sobre 
substratos peptide roc, 
I Z. Peptidicos e ,.q U e apresenta uma- 

f.. estxutura proteica mio ^^+. s --'. 
•:; £ P eica que ^ te ¥ ina * sua interacao 

co^. origopeptideos e/ou priteinas determinant 
.. funyoes f isiol6gicas imp6rtantes como a migrate- " 
...de celulas neuronals, ^presentagao de antigenos ^ 

smalizagao interneuronais (p ex a± £* ■. ' 

^P.ex., smalizagao 

Para tormagao de sinapses,, e biotransformagao 
e/ou protegao (ativldade „ chaperon „, de 

• bioativos . 

A fin, de atingir os objetivos da presente 
xnvengao * proposta ^ Metodolog . a 

Para a determxnagao da estrutura primaria do RNA 



20 
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mensageiro codificante para esta proteina e, 
portanto, tambem da seqiiencia proteica da 
endooligopeptidllse A humana. % 

Da mesma forma e provida na presente 
invengao a det^rminagao da estrutura primaf ia do 
gene da endooligdpeptidase A e dos fatores que 
regulam a sua t£anScrigao e expressao. 1* 

Adiciohalmente tambem promoveu-se a 
caracter^zagao da especif icidadei primaria .do 
referid^ gene, para d hidrolls^* de substratog. 
{■ • (ativic # e | Proteolitica). e par^" interagao ; co&; 
* ■ peptideof .ve/ou proteinks (ativiladet chaperona) 

bem com4 : geragao ■■'ou aplicagab^ de inibidores; 
v': ; sinteticos: bu naturals especif icos "que possam seV 
^•rutilizadbs -"in vitro";- %^ vivo" ou! "in vivo-. k 

Aihda, como urn outro objeto da presente 
invengao e descrita a geragao de anticorpos ,. 
: • . especificos capazes de inibir a atividade^ 
: catalitica do gene. :da Jndooligopeptidase A e" de? 
efetuarem o reconhecimento especifico da EOPA em' 
tecidos e f luidos biologicos . 

Como consequencia, urn outip objetS" da ', 
presente invengao e a determinagao do padrao de 
distribuigao desta proteina nos diversos tecidos e 
6rgaos, normal ou patologico, de humanos e 
animals . 

£ previsto na presente invengao, a 
Inibigao da atividade catalitica desta proteina, 
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ou chaperona, por substancias naturais como 
especificamente as toxinas. do veneno de serpentes. 

Taitibem como objetivos adicionais, prove-se 
: a determiriagao da expressao e se/cregao desta 
5 proteina em tecidos ou celulas tumorals; a sua 
expressao : em.. celulas totipotentes neuronals , 

principalmente, f rente a* dif erenciagao e. a 
formagao d£ neuritos e conexoes sinaptlcas ; bem 
como, a determinagao e expressao em processos 
10 . patiorlogicos • degenerativos « t $4" qu de reparo, 
es^'cialmente. . do" , tecido / ^eraoso , e muscular 
esfcriaiio. ; . : 

\ : . :■ Os diver sps objetivos; ;da : presente inyengao 
forma alcangados. . hos di versos procedimentos que 
15 sao a:, seguir deseri^tos . • , - » .?. >. 

Clonagem do cDNA e da sua seqiiencia proteica 
humano que codifica a EOPA 

A selegao :!de clones de uma biblioteca de 
cDNA de cortex j;- . cerebral humano . adquirido 

20 comer cialmente ' da Stratagene (La Jolia, / USA) 
reali,zada atxaves de hibridizagoes § v v jitrilizando 
sondes radioativas : geradas a partir da seqiiencia 
de cDNA codificante para a endooligopeptidase A de 
coelho anteriormente identificada e descrita pelos 

25 inventores da presente invengao, (Hayashi et al . , 
2000) , registrado no GenBank sob o Acc. No. 
AF015037 e AAB99905, para cDNA e proteina 



respectivamente, permitiu o isolamento do cDNA 
codificante para a endooligopeptidase A humana . 

Este cDNA de aproximadamente 2,4 kb foi 

«• ■ .*• 

completamente seqtlenciado e fo0: depositado no 
GenBank'Jsob o Acc. No. AF217798 .e) AAF24_516 f para 
cDNA e pToteina respectivamente . 

■r Para a determinagao da estrutiura primaria 
do RNA mensiageiro codificante para a EOPA e de sua 
sequencia prote.ica em mamif.eros, forairi efetuadas 
as - seguintes etapas. procedimen.t.ais : 

a) isoiamen'to do RNA total ; : -de varios • teoidos de 
animais, especif icamente- humano, at raves do 
metodo de v extragao : com isotiocianato de 

. guanidina'-feriol-clorof ofmio ou ; • utilirzahdo o 
reagent e Trizol® (GibcoBRL) ; 

b) purificagao do RNA mensageiro a partir do RNA 
total obtido acima utilizando oligo dT 
celulose empacotado em colunas ou '..com 'a resina 
na forma de :;susperisao; . V 

c) analise ; da qualidade do RNA mensageiro obtido 
atrave.s... . da eletrof orese em gel.; de- - agarose 
denaturante . . (contendo 1 a 2>5 % de 
formaldeido) , seguido de coloragao com brometo 
de etideo ou corantes de acidos nucleicos como 
o "Syber Green" (Molecular Dynamics) , de 
fotodocumentagao, e de analise por 
hibridizagao (Northern blot) ; 



6/33 



d) clonagem do RNA mensageiro obtido em vetor 
plasmidial, cosmidio ou fagos, de forma a 
K permitir a sua amplificagap "in vitro"; 
e>identif icagao e isolamentd: do inserto de cDNA 
^codificante para a EOPA atraves da selegao de 
'"clones por hibridizagao> ';■* imuno-selegao com 
^•anticorpo especifico antii~EOPA ou atraves da 
detecgao da atividade especifica da EOPA; 

f ) amplif icagao e isplamento do inserto de cDNA 
desejado por PCR (^polymerase chain reaction"*) 
ou por simples arjipli.tf icagao do . vetor conterr^o 
este , cDNA (cresbimento "deV bacteria's' 
trans fbrmadas com: .p clone :contehdo 6 inserto 
de cDNA codificante para a EOPA:) seguido de- 
digested .com enzimas .'de restrig^aol.que permitam 
o seu isolamento; 

g) alternativamente, a amplif icagao do cDNA 
desejado ' tambem pode ser realizada atraves da 
amplif icagao direta por PCR a p&rtir do RNA 
mensageiro ou RNA total /• utilizando 
oligonucleotideos especificos (RT-PCR - 
reverse transcription polymerase chain., 
reaction) ; " 

h) o cDNA, identificado e isolado conforme 
descrito no item anterior, devera ser 
submetido ao sequenciamento de toda a sua 
cadeia para permitir a determinagao e dedugao 
da respectiva seqiiencia primaria, e tambem 




possibilitar a analise da estrutura primaria e 
ou secundaria da respectiva proteina, alem da 
analise de homologias S?com outras seqiiencias ja 
anteriormente deposit.adas em bancos de dados 
5 - especificos e disponiveis. 

i 

v • 

• r.t 

/■ Express ao da EOPA recombinante 

A EOPA -numana pode ser expressfa . em 
si sterna's heterologbs /como, por exemplo, bact^rias, 

10 leveduras, baculo%irus, celulas, em cultura, i&tcu; A 
prodiigao desta -enzlma recombinante, utiMzando 
bacterids, foi realizada atraves.^da subclonagem- do 
cDNA cbdificante para a endooligopeptidase- A ; em 
vetor • feC expressao .(p. ex. , pPrqExc-HTc) em f ase : de 

15 leitura aberta, de forma a utiiizar o sinal de 
inicio de transcrigao (inclui a metionina inicial) 
do prqprio vetor. A construgao passim preparada, 
uma:-i ve^ transf ectada ou eletroporada em bacterias 
E. col±<, permitem a indugao da expressao, frente a 

20 adigao : de agentes como., :'o IPTG (isopropil 
ti*3galactosidase), .. da fitespectiva proteina 
recombinante na forma de fusao com uma proteina 
ancora ou com uma seqiiencia de poli-histidinas, 
que auxiliam no processo de identif icagao e 

25 purif icagao da proteina desejada. 

A proteina recombinante assim obtida 
apresenta todas as caracteristicas bioquimicas e 




imunologicas identicas as observadas para a 
proteina natural presente no cerebro humano. 

A produgao> da EOPA recombinantie 
especif icamente em.;:- bacterias, compreende as 
seguintes etapas : 

a)o cDNA codif icante , para a EOPA, isolado.^.e 
identif icado, devera ser subclonado, em f a's.e : 
de leitura aberta,;) em vetor de express'ao 
pi a smi dialogue permita a produgao. .da;' proteina 
.. desejada '-■ j& EOPA, na forma recombinafite; ou na 
s, forma de iiusao com prqte.ihas .ou oil <^ppept ideas 
■:• \ ancora gue.vpermitam ou , f a'cilitem o-processo de 
:\pur if icagao da mesma; >. 
: b» o processo de ■ produgao da: :. v. proteina 
h I recombinante ou na f orma...<ele-" f usao propriamente 
:. dita, reguer a trans formagao de celulas 
hospedeiras (bacterias E. coli da ■ linhagem 
•• DH5a ou BL21(DE3) ou similar) com a construcao 
'j* plasmidial descrita no item anterior, ou seja, 
contendo o inserto :de cDNA codificante para a 
"EOPA clonado em fase de leitura aberta em 
vetor de express5of : '~"esta transformagap podera. 
: ser realizada por simples chogue termico 
(trans formagao por "heat-shock") ou por 
eletroporagao, em bacterias previamente 
preparadas para cada um destes fins; 
c) as bacterias transf ormadas obtidas conforme 
descrito no item anterior devem ser 
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amplificadas atraves do seu cultivo em meio de 
cultura apropriado (normalmente meio LB 
contendo antibidtico de selegao) ate a|ingir 
densidade oti'ga de aproximadamente 0,6* para 
leituras a 560 a 600 nm; nesta fase a prbdugao 
da proteina s'desejada e induzida atraves da 
adigao de compostos indutores de expr.£ssao, 
como por ex^mplo o IPTG (isopropjyl- 
tiogalactosidade) na concentragao . .final em 
tornd^de' 0,5 a 1 mM> seguidd de siLncubagao a 
• 30 a C # : '3f°C, sob' agitagao; "• •:. i •■ . 

d) as bictexias contendo- a 'proteirla 4 ' dfesejada sad 
coletadas por cehtrif ugagao" . ; • podem ser' 
estocadas a -20°C pit . podem ' ser processadas 
imediatamente, bu seja/ .as bacterias devem ser. 
rompidas, por sonicagem ou pressao mecanica, 
para gue a proteina recombinante ou de fusao 
presente no seu citoplasma seja liberada para 
o meio, oride a '"proteina na forma de fusao 
podera ser ' recuperada'' e purificada utilizando 
colunas de afiriidade ou por eletroforese ou 
cromatografia em "fase liguida; ■ -J\ l \ 

e) guando a proteina e produzida na forma de 
fusao, a mesma pode ser separada das demais 
proteinas soluveis da bacteria (proteinas 
contaminantes) atraves da utilizagao de 
colunas de afinidade adeguadas, ou seja, 
colunas contendo o metal niguel imobilizado 
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para fusao com poli-histidinas ou a resina 
glutationa-sepharose para as proteinas em 
fusao coro*a GST (glutathiona-S-transf erase) ; e 
ainda, eM seguida, a proteina recombinante 
5 entao pod^ra ser obtida atraves da clivagem da 

proteina 6u> polipeptideo ancora atrav£s da 

digestao 'com proteases especificas ivtais como 

•• ■ .*' j"' 1 

trombina, fator X, enteroquinase, etc.:.) , cuja 

^ ■ 

. sequencia consenso de rec©;nh.ecimento e de 

10 • . c&i v^gem tenha sido prevlarhferite- inserido : -no 

s#ti& de -fusao jentre a arfS6ra ; e a proteina 
^ed^ibinarite desdjada; 1 . #t.\ -/ft. >!•. v;:r. 

f ) a ypureza e qualid'ade da ptoteina recombinante 
assim • obtida pode ser avaliada' atraves - ide 

.15. eletroforese ..emv gel de ■ ; t poliacriiamida 

(SDS/PAGE) , Western blot, espectroscopia de 
massa, e medidas da sua atividade especifica 
por cinetica . enzimatica utilizando substrates 
peptidicos sinteti'cos ou naturals.. # M 

20 Determinagao da sequencia do gene da EOPA bumana 

, /;; „A sequeftcia Completa do >; -gene. hum'otrio qtie 
codifica para a endooligopeptidase A f'oi 
determinada atraves da analise da sequencia do 
genoma humano disponivel interativamente em bancos 
25 de dados publicos. Verificou-se que o gene e 
constituido por 9 exons e 10 introns, e se estende 
por aproximadamente 40 kb. Este gene esta 
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localizado no cromossomo 17pl2.9, relativamente 
prbximo do locus do gene da p53 ( aproximadamente 
0,7 cM) , ?e esta no mesmo braco do v ;cromossomo 17 
onde se eicontra o gene da Lisl » fl7pl3 . 3) . No 
5 . segment o 5/ a montante do gene, "englobando a 
regiao prdmdtora, foram encontrados " sitios de 
ligagao pa'*a fatores de regulagao det transcrigao, 
tais como: API, cMyb, SP1, nMyc> ctoyc, entre 
outfros . Promove-se, na sequenteia, . a comprovagao da 
10. iMpbrtancia de cada um deste#* fa-tores na regulagao ■'•'> 
dar' transcrigao .de'ste gene V '" • 

Geragao do anticorpo anti.-£OPA apresentando y\ 
atividade anticatalitica ev discriminacao de 
proteinas analogas 

15 Foram gerados anticorpos policlonais em 

ratos', camundongos e coelho a partir de 
imunizagoes com _ a EOPA natural purif icada do 
cerebro de coelhg-; ou com a proteina reeombinante 
ativa produzida em bacterias . Camundongos machos 

.20 da linhagem . Balb-C, com 7 a 8 semanas de idade, 
pesando entre " 18 a 22 g, foram imuni?z : ados com a 
EOPA humana natural pur if icada ou reeombinante 
cataliticamente ativa. Para cada uma das quatro 
imunizagoes, 2 jig da proteina purif icada ou 3 ug 

25 da proteina reeombinante absorvida em hidroxido de 
aluminio [Al(OH) 3 ] foram injetados via 

intradermica em intervalos semanais. Amostras do 
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sangue foram coletadas uma semana apos a ultima 
imunizagao e o soro foi estocado a -20°C. 0 titulo 
do anti-soro obtido foi avaljiado atraves de 
ensaiaS de ELISA utilizando o ari#igeno apropriad.o • 
5 A atividade anticatalitica do. anti-.soro obtida foi 
monitorada por injegoes em HE?EC; utilizando "o 
peptidteo-. natural bradicinina b'&md substratol 0 
anti-sort^ foi pre-aquecido a 55°C;f por 5 rriinutos 
para eliminar qualquer 1 -" ^atividade peptidasica ; 
i4?' cbntaminante . \ Os tes^ de padroni! zagao ■ : ddi$ 
l - anticorpo ' mostraram qu$y "ao incjubar' " :; o- * anticorpo**: 
''-Infi-E'QPA com . a rEOPA' p§r'^30 minutos" a. ; ;.37°C, sua*^ 

. , I'.'i . . > ' ' ' • •'. y • '"iT s *X ' - 

eficiencia iriibitoria maxima, era alcangada e que a ■* 

. . • - . ... :\ :. ' •> . ' • '■ •. : ? v - 

; 'ihcubagao do ; anticorpo fcom as. enzimSis thimet 
15 • oligopeptida^e e neurolisina nao arteiravam suas • 
atividades. Com este anticorpo em riiaos, foi 
possivel discriminar as atividades da EOPA, de 
enzimas analpgas mas nao homologas, .ifeto e, a 
thimet ol^gopeptidase e da neurolisina?^ presentes 
20 na fragap cltosolica preparada- .«a partir do 
homogenato de cerebro e de outros tecidos do rato, 
- <£ rente , %ao substrato * • '%b z -GFAP ; |#RQ-EDDnp que - 
apresenta eficiencia catalitica (k ca t/K m ) de 2,6 
□M.s" 1 para a EOPA. Ou seja, a atividade da EOPA 
25 foi inibida pelo anticorpo anti-EOPA, a atividade 
da thimet oligopeptidase pela adigao do ATP e a 
atividade da neurolisina pelo dipeptideo Pro-lie. 
A atividade restante apos esta serie de inibigoes 
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seria provavelmente proveniente da agad de outras 
enzimas proteoliticas" citosolicas, cqitio a NEP 
U (neutral endopeptida&e) e a E0PB * 

(endooligopeptidase B) , p!br exemplo. $ 



5>' 
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faioquimicas da endoQ Ugopeptida^ a 

. Ensaios cineticos f utilizando substrates 

f Peptidicos naturals .,e . sinteticos comprovaram 1 que' a 
» 10 proteina natural;; re • a recombinante aprfsentam 
, exatamente as mesas'-' caracteristiJcas bioquMicts e 
•. de ©specif icidad^:-(ttayashi et iv,;, - 2000) . nl ? 
. • ' • V' A E0EA ® ;Wa endopeptida.se' tiol-ativavel, 
insensivel ao . EDTA, 'com peso molecular em torno de 
43 kl)a;. e pode ser . encontrada ! : assbciada a outras 
proteinas do citosol gerando complexes de massa 
molecular em torno de 70 kDa. 

-iX A Proteina natural, -Passim como a 
recpinbjnante e capaz de hidrbliSar seletivamente 
peptides de 7 a 13 residues dl aminoacidos , e 
apresenta ponto isoeletrico " entre 5,22 e 5 50 
(M^deiros, 1992.) Esta^ ' enzima hidrdlisa' 

especificamente a ligagao Phe 5 -Ser 6 da bradicinina 
(Camargo et al., 1973) e a ligagao Arg 8 -Arg* da 
neurotensins (Camargo et al., 1983), e libera 
ainda [Met 5 ]- ou [Leu 5 ] -encef alinas de varies 
peptideos contendo encefalinas em sua sequencia 
(Camargo et al . , i 98 5; 1987), 0 que sugere o 



20 



seu 
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possivel envolvimento na biotransformagao ' • de 
peptideos bioativos . 

Utilizando fdi versos neuropeptideos como 
substrato, foi observado que o mecanismo^ de 
catalise da EOPA nao poderia ser explicado 
satisfatoriamente p;elo modelo proposto jpor 
Schechter e Berger- j(1967), pois a sequencik 
primaria do substrate- ao redor da. ligagao 
peptidica su&ce.pt ivel nao permitia . visUiimbrar a 
interagao. - c.cMi '/Sub-sitios da enzima ocorre 
naturalmente^ : com outras ■ enzimas proteoiitioas , 
cdnforme erisina ; do por Oliyeira et •''ai5, 1976; 
, Camargo et al.> ,/, 1 9 7 9 , 1 9 8 7-J .. e , Jachierd. ; ! et al.', 
19-98'. Estes , dados, em consequencia, sugeriram a 
, irapor.tancia do tamanho' e co'nf drmagao do substrato 
na : determina'gao da especificidade da EbPA. 

Inibidores da EOPA 

A 0 Estado da Tecnica >ensina que Ensaios com 

inibidores inicialmente realizados sugeriram que a 
EOPA era uma tiol-protease, pois ela e ativada 
peld agente redutor ditl'otreitol (DTT) inibida' 
por reagentes tiol como o p-cloro-mercuribenzoato 
(PCMB) e o. acido 5' -ditiobis- (2-nitrobenz6ico) 
(DTNB) , inibidores classicos de cisteinil- 
proteases (Oliveira et al., 1976; Camargo et al . , 
1983; Hayashi et al . , 2000). Mais tarde, 
utilizando-se compost os que mimetizam os 
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substratos desta enzima (derivados da dinorfina) 
marcados com urn grupamento tiol-reativo [Npys] (S- 

(3-nitro-2-piridinesulfenil) demonstrou%e a 

existencia de yum residue de cisteina r 'britico 
proximo ao sitid de catalise (Gomes et all-, 1993; 
Hayashi et al., : d 9 96) que reage irreversivelmente 
com o inibidor- sitio-dirigido, fortalecendo a 
hipotese de que esta enzima e " : uma 
cisteinop'rotease . : V 

EOPA e, portanto, uma endo.oiigopeptidase 
tiol-ati^avel, insensiv^l : ao EDTA. *■ Entretanto/. 
pode se.r • inibida por ;-: /composted . especialmente' 
desenhados . p:ara a inibi£ao de metaloproteases comp- 
o JA2, o;.:cFP e o inipidor peptidicb fosfinico. 
(Hayashi e col., 1996; ; %riracek et'alL, 1995). o'"' 
inibidor JA2 foi sintetizado a partir do cFP como 
um inibidor especifico para a thimet 
oligopeptidase (Shrimptori- et al., 2000), mas logo ' : 
depois foi verificado pelos inventores que ambos 
compostos tambem inibiam > a EOPA com K ± semelhante 
(~17 nM) . 

Comportamento das endooligopeptidases com 6s 
inibidores PI, JA2, ATP e o anticorpo anti-EOPA: 



Inibidor / 


rEOPA 


Thimet 


neurolisina 


Enzima 




oligopeptidase 




PI w 
JA2 {2) 


n.i. 

Ki = 17 nM 


n.i . 

K ± = 23 nM 


K± = 90 uM 
n.i. 
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ATP (3) 


n. i . 


K± = 42 pM 


n . i • 


anti EOPA 


100% de 


n.i • 


n.i. 




\ inibigao 







(1) Dauch, e cols., 1991; 

(2) . Shrimpton e cols r , 2000; 

(3) Portarp e cols., 2001 



Distribuigao, da EOPA no rato 

5 A expressao da EOPA em diferentes tecidos 

e celuias do rato foi verificada atraves de 
metooios' bioquimicos, imunol6g&co's e de tecnicas 
empregahdo a biologia molecular/ .'^ou seja, atraves 
da-dbsagem da sua atividade cataiitica ^especifica, 

10 imunohistoquimica, e hibridizagao in- situ e 
Northern blot, respectivamente . ,: Atraves de.st.es 
ensa'ios, foi possivel determinar uma expressao 
mais acentuada da EOPA no cerebro, com fortes 
sinais de hibridizagao principalmente em algumas 

15 camadas do c6rtex, . ' hipocampo, cerebelo, ie nucleo 
basal de Meynert, indicando urn maior nive'l de 
transcrigao do RNA mensageiro especifico nestas 
regioes. 

Alem'- • disto, estudos - -: de distribuigao 
20 tecidual e celular por imunohistoquimica 
demonstraram a sua co-localizagao com os peptideos 
opi6ides e seus precursores no sistema nervoso 
central, no corpo celular e axonios neuronals da 
retina de vertebrados, que sao ricos em [Leu 5 ]- 
25 encefalina, conforme ensinamentos precursores de : 
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Oliveira et al . , 1990; Paik et al . , 1992; Ferro et 

al • , 1991. Existem, ainda, evidencias de que a 

EOPA seja secretada para o espago ^extracelular de 

forma analoga a outras enzimas metabolizadoras de 

mensageiros peptidicos. 

Centre os tecidos estudados (cerebro f 

testiculo, coragao, bago, figado, puilmao, musculo 

esqueletico e rim) por analise .da atividade 

prote.olitica, observamos que . o citosol do rim 

/•rfesultou em ; menores : ....iiiveis de atividade 

•determinada -pela EOPA ou% pela laeurolisina . Ao 

..contrario do observado para -e„stas duas .enzimas, a 

thimet oligopeptidase partjicipa com 32%,; da agao. 

total sobre 'o . substrato' Ab z - GFAP FRQ - EDDnp neste 

. . \' ' . . . £ ■ . ' * - 

tec;ido, reveiando. uma distribuigao • ubiqua desta 

'■ * * : * 

enzima. A atividade da EOPA e da thimet- 

oligopeptidase esta distribuida homogeneamente no 

citosol em geral, salvo excegoes como . o citosol do 

cerebro e dp ■ rim-: 

No tt citosol do cerebro, ..a EOPA tern 

distribuigao pref erencial, onde responde por 60% 

da atividade oligopeptidasica total/;, .Neste citosol 

a atividade da thimet oligopeptidase nao foi 

detectada e, alem da EOPA, 20% da atividade 

observada neste citosol e devido £ agao da 

neurolisina e 20% devido £ agao de outras enzimas 

citosolicas que hidrolisam este substrato- 
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A fim de melhor demonstrar as 
caracteristicas acima identificadas e integrantes 
do .j-objeto. da presente inve\hgao, a Figura 1 
evidencia tais achados atraVes do. Grafico da 
Porqentagem de hidrolise do substrato Abz-GFAPFRQ- 
EDDrip pelas endooligopeptidases .'citosolicas . 
Pape^ da — endooligo peptidase 4 una formacao do 
sistema nervoso c entral dur ante a em hrioqinese 

Ensaios de hibridizagao in situ utilizandq, 
cortes de'cerebro de ratos recem-natps ou embriSeS" 
: indicaram • um aumento -fro nivel.de transcrigao • do' 
RNA mensageiro .codif ic.ante ..••'-'para a-.'; 

:« : enddoligopeptidase A priricipalmente W;' cortex, em 
' embriSes rec<gm-natos emitorno de dia p 10 dias . 
15 • Alem. disto, o's inventores da presente 

invengao identif icaram e demonstraram uma alta 
conservagao evolucionaria do dominio "cqiled-coil" 
das endooligopeptidases A expresses ern^dif erentes 
animals como 1 -' o homem, coelho, caraundongo e rato, 
sendo que nestes animals esta mesma pfoteina foi 
denominada de Nude-L ou Nude 2 . ..... 

Esta .estrutura em forma de helice e sua 
capacidade de promover a interagao com outras 
proteinas parecem estar relacionadas com a 
migragao nuclear e neuronal, sugerindo uma fungao 
importante para esta estrutura dentro do processo 
de movimento celular que ocorre principalmente 
durante a embriogenese . 



0 
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Pelos resultados obtidos foi possivel 

comprovar que as proteinas homologas a 

.-endooligopeptidase A iso;ladas do rato (Nude2, 

>depositada no GenBank Acq. No. NM_133320) e do 

5 camundongo (Nude-L, depositada no GenBank Acc. No. 

iJ^E-323918) tambem apresentam : atividade . peptidasica 

^rente aos substratos aijteriormente empregados 

p^ra a endooligopeptidase .A (Hayashi et al . , 

2000) , alem de terem. a sua atividade proteolitica 

10 bloqueada pelos inibidores especificos pdf^a .S- a 

'endooligopeptidasey A:. Est as -proteinas * ./pKare'fe'em 

..constituir •■ uma nova, familia "scfef- proteina^. ; "vCjue 

apresentam : urn N- terminal altamente conservado, 

caracterizado pela ■ presenga det uma estrutura 

15 M coiled*:coil", e urn dominio... v/C^terminal ; mais 
♦ - * ■ ■>*•** 

divergente, mas que mesmo assim 'ainda apresentam 

fragmentos da sequencia conservados mesmo em 

organismps distantes na escala <svolutiva , como 

por;: : exemplo, o Aspergillus /.. [GenBank Acc. No. 

20 AF015037;] (Sweeney et al . , 20.01; 'Kitagawa et al . , 

2000) . v 

Ensaios utilizando a .: regiao promotora do 
gene da endooligopeptidase A de coelho como 
regulador da expressao de uma proteina reporter 
25 denominado GFP (Green Fluorescent Protein) 
possibilitou observar uma expressao tecido- 
especifica em embrioes de sapo (girinos) . Os 
primeiros sinais de transcrigao do gene rep6rter 
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foram observados a partir do estagio 13 a 15 de 
desenvolvimento embrionario, e que pode ser 
acompanhado ate aproxiinadamente o estagio 40, on#e 
v nao era rtiais posslvel .inanter. o girino vivo. Neste.s 
5 experimentos, espera-'se .. que os fatores d'e 
\ . transcrigao (fatores ;- vtrans") . que regulam K a • 
:i expressao do gene ei*i • questao atraves da s-j&a 
.:f interagao com sequencias* especificas presentes na y. 
regiao promotdra (fatores "cis" de regulagao da . 
» 10 transcrigao) ^ndiquem, atraves da expajes-isao .da 
proteina reporter 1 , os. tecidos e. os .e&tagios de 
desenvolvimento. ..;em que a: proteina . al#o ; : este j a 
s.endb majoritariamente . expressa* Portantpvj:-; • estes 
esfcudos -permitiram - observar -que a 

i5 eridboiigopeptidase A estariaiisendo principalmente 
expressa a partir do inicio ; .da formagao do tubo 
neural , durante a neurulagao, na ectoderme neural 
e no prosencef alo . Nos estagios mais tardios, foi 
possivel ainda observar uma marcagao especifica de t 
20 celFulas do musculo ' esqueleticb,, que formam a cauda; 1 

1 do animal, Estes resultados foram corroborados por . 
;,<v ensaios de hibridizagao ;ln situ realizados com os..? 
embrioes de X, laevis albinos inteiros ("whole 
mount in situ hybridization") , que confirmaram a 
25 existencia de RNA mensageiros homologos ao da 
endooligopeptidase A ao longo do eixo antero- 
posterior da regiao dorsal de embrioes proximo ao 
estcigio 19, e que aparentemente incluem os tecidos 
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neurais, mais precisamente o prosencefalo e o 
rombencefalo se estendendo pela medula espinhal e 
incluindq* a crista neural. -•" Alem disto, 
considerarido que homozigotos r para mutagSes 
deleterias do gene da endooligopeptidase A sao. 
inviaveisy ■ foram realizados ensaios. de 
superexpfe-ssab desta proteina nos Imbrioes de X. 
laevis atrdves da injegao. do RNAH" mensageiro 
esp^cifico transcrito in vi£iro/; demonstrando que o 
exfcesso de proidugao da endocpi%bpeptidase A' parece 
^riteirferir no. processo ' : nlrmai' de fdrma^ao do 
Ms'tema nervoso, tendo sido* dbservado urn ' iretardo 
nk\ formagao e d^slocamento na posigao de forma g&o 
do' - globo ocular,"" alem de uma'. grave deforma'gao na 
caixa craniana ' dbVahimal . : ' v--' : V^r 

Expressao da endooligopeptidase A em celulas 
neuronals e melanomas 

A dif erehciagao neuronal in vit&o a^ v partir 
de celulas tronco" piuripotentes tem-se constituido 
um modelo amplamente aceito para estu'dds basicos 
dos;:'. mecanismbs moleculares eftvolvidodv' u nas etapas 
iniciais -da embriogenese. Estudos sobre a 
expressao e fungao da endooligopeptidase A foram 
realizados utilizando a linhagem PI 9 derivada de 
teratocarcinoma murino como modelo de 
diferenciagao neuronal in vitro. Celulas— tronco 
embrionarias derivadas da camada central de 
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blastocistos tern sido usadas em estudos sobre o 
controle da expressao genica. Elas sao tambem 
potenciais candidatas como agerctes terapeuticos em 
degeilferagoes neuronals para Vo transplante de 
5 neur&nios dopaminergicos no" tratamento de mal de 
Parkinson. As celulas embrionSxias de carcinoma 
sao 'facilmente manipulaveis eim \ cultura, sendo 
normalmente obtidas a partir de neoplasias do 

*h -I- J: 

:Y : ' • tecido germinativo. Elas. se comportam como.';. 

a-0 /belulas-tronbo; * possuiridb -Aim padrao de expressac^T- 
yr %enico semeliiante ao das : celulas da : camada interna^' 

; .de epiblastbs ■' e podem ' dar oricrem, em. '. cultura, a .-, 

\" % celulas tipicaihente endbdermicas, mesbdeririicas ou 
" 'mesmo ect.od<§rmicas . (Martin, 1*980) .' :i&s celulas 

15 ' totipotentes" : P19 (McBurney et 'ail./ 1982), 
derivadas de urn teratocarcinoma murino, serao 
utilizadas como modelo de dif erenciagao in vitro e 
para a identif icagao de fatores necessaifios para o 
seu comprometiiaento irreversivel *'fcom ; ' i diferentes 

20 vias ; de .dif erenciagao . Celulas PI 9 nao 
dif erenciadas se caracterizam ■ por altas taxas de 

■■•'•> prolif eragao, sendo que fcanto- ai-t&fs densidades nas \\ 
culturas celulares aderidas, quanto o crescimento 
em suspensao induzem sua dif erenciagao . Tal 

25 processo pode ser igualmente desencadeado por 
fatores quimicos como o acido retinoico ou DMSO. 
Sabe-se, por exemplo, que na presenga de 1CT 7 M de 
acido retinoico as celulas P19 se diferenciam em 
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celulas neuroectodermicas (Jones-Villeneuve et 
al. , 1982) . 

Em protocolos baseados no impedimento da 
Sdesao, agregados celulaies sao mantidos em 
5 suspensao por cinco dias \ dando origem aos 
sfeguintes tipos celulares :: : V- no setimo dia surgem 
fiSuronios e no decimo digf surgem astrocitos e 
celulas da glia. De forma arialoga, a variagao .da 
nature za e concent ragao de urn indutor quimico rpode 

10 acarretar multiplas^- vi'as de ^dif erenciagao de^ Pi 9 
em celulas de rimsciilo " liso 4 -:* oil ■ esquelefeica, 
neuroriios ou astrbcitos . (Edward, - and McBurnef, 
i983) . ;/6s estudos ; ; levados a--':' /efeito pfelos 
inventorfes; demonstram uma expressao. aumentada' i do 

15 RlifA mensageiro da ' endooligopeptidase A • nos 
corpusculos embrionarios e nas celulas em 
diferenciagao, aproximadamente no 8° dia apos o 
trat.amen.tro com o acido retinoico f fa.se esta em que 
se obserVa a formacao dos neuritos . Este estudo 

20 visa' principalmente contribuir . para :: o entendimento 
da . f ungao da endooligopeptidase A, que deve ser 
modulada aos niveis ■ " genico - e prot^ico durante^ o 
processo de dif erenciagao neuronal. 

As celulas da linhagem PC12 sao derivadas 

25 de um tumor de rato (transplantable rat 
pheochromocytoma) que responde reversivelmente ao 
NGF (nerve growth factor) que induz a um fenotipo 
neuronal e adere muito pouco ao plastico, 
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apresentando a tendencia a crescer formando 
pequenos "clusters" (Greene et al., 1976). Quando 
V: crescido em cultura em condigoes normals , estas 
y : celulas se assemelham ; a celulas cromafinicas d» 
-*.5 adrenal de feto, tanto- no aspecto bioqulmico como 
no morfologico. Elas podem ser dif erenciadas de ? 
:V. duas maneiras: (1) para celulas cromafinicas:^' 
simile f rente a glucocbrticoides, e (2) para 
. celulas neuronals ' r simpaticas f rente ■ a:-.j ; Mtbres 
' 10. neurbtroficos bbmo o NGF ou FGF ' (fibroblast growth 
. factor) . AT6nt&>- disto, estds^i celulas ;-':expressam 
varibs peptide'os * : bioativos como as ericef alinas; 
dinorfinas e neurotensins. . -o'- • 

• • Estas propriedades fazem desta lihhagem urn 
15 modelo experimental bastante : -interessante para o 
estudo de enzimas envolvida na biotransf ormagao de 
neurppeptideos • Utilizando esta linhagem, 
^ ...demonstramos que a atividad^ proteolitica da 
• endobligopeptidase A estava presente no citosol 

20 destas celulas e que esta- atividade era modulada 
f rente a adigao de cAMP e nao f rente ao tratamento 
• ! : > com FGF. "" ■ ' ' v - ' 

Por outro lado, sabe-se que o tratamento 
desta linhagem com FGF determina a dif erenciagao 
25 destas celulas para urn fenotipo neuronal sendo 
observado a f ormagao de prolongamentos axonais. A 
endooligopeptidase A presente nestas celulas 
tratadas com FGF migram para a extremidade destes 
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neuritos," sugerindo um possivel papel no processo 
de formagao destas extensoes celulares ou na 
formagao de conexoes com outras celulas*> NA 
sequencia realizam- ; se estudos para esclareeer a 
5 real fungao desta proteina nestas celulas . >r 

Papel da endooligopeptidase A no processo de 
apresentagao de antigenos "i 

Sabendo-se. que os opioides tambem sao agentes 
10 imunomoduladores (Blalock, . 1989) e ,7* cqpsiderando* 
ainda a presenga da EOPA em. celulag : do sistema • 
, irnune, foi, sugerido um possivel papel desta enzima 
tambem no sistema imunologico (Paik : e cols., 
. 1992). Estes dados, associados ao fato de que o: 
15 tamanho dos antigenos apresentados em associagao 
como MHC classe I (Engelhard, 1994) ser 
coincidente com o tamanho requerido para a ligagao 
com estas endooligopeptidases (de 7 a 13 residues 

"I • , v-" : 

( • ■ . 

de aminoacidos ) , levaram> os pesquisadores da 
20 presente invengao a investigar a sua possivel 
participagao no processo de selegao do que\ 
proprio do organismo ou nao. A participagao da 
thimet-oligopeptidase no processo de apresentagao 
de antigenos MHC classe I tambem foi alvo das 
25 pesquisas dos inventores da presente invengao, uma 
vez que os epitopos apresentados sao 
oligopeptideos de 7 a 13 residuos de aminoacidos e 
comportam-se como inibidores competitivos desta 
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enzima. Resultados semelhantes tern sido 
reproduzidos in vitro com a rEOPA, embora existam 
diferengas sutis entire a especif icidade da EOPA e 
da thimet ol.igopeptidase . Verif icamosSK* que a 
5 diminuigao dois niveis • de linf oproiif eragao 
observada frente a adigao de inibidb-res das 
oligopeptidasesp' em celulas de - apresen.tfagao de 
antigenos e devido principalmente. a inibigao da 
EOPA, -£ugferindo que essa enziifta 5 '; - possa estar 
.10, envolvi'da- na rota de' apresentagao^deV antigenos MHC 
classe^'I J(\ Como : a expressao do ^/MHe' classe r. etti. 
tecido ' : nervoso esta : relacion^da - : a processes 
inf eccipsos, degenerativos (Piehl • and ' Lidmany 
2001) e na plasticidadd do SNC (Huh et al., 2000 >> 
US o controls da atividade peptidasica ou chaperon da 
EOPA explica seu envolvimento nesses processos que 
evidentemente seriam inf luenciados por inibidores 
especificos da EOPA. 
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RErVTNDICACOES 

Reivindicagao 1 - Processo para a ^terminagao da 
estrutura primaria do RNA mensageiro codxficante 
para a Endooligopeptidase Humana jkecombinante - 
EOPA e da sua seqiiencia proteica, :particularmente 
de mamifferos, caracterizado por fompreender as 
seguintes etapas: 

v^Usolamento do RNA totalj de ..varies tecidos de 
V. animais ' especificamente Jiumano, atraves - do 
;i ; f ; / m<§todo de :extragao ; |cpnT .isotiocianato de 
. . guanidina-.fenol-clorof6^io ou • utilizando o 
. ; reagente Triz.o.1® (GibcoBRL); 

b) purif icagao do RNA mensageiro a partir^do RNA- 

■total obtidp • acima . utilizando oligo dT 

celulose empacotado em colunas ou com a resina 
na forma de suspensao; 

c) analise da qualidade do RNA mensageiro, ,Obtido 
atraves da ...e.letrof orese em gel de agarose 
denaturante ; (contendo 1 a 2, : 5 ,% de 
formalde.ido), seguido de coloracao: com brometo 

• - dS etid€ ^ : ou corantea de. acidos nucleicos como 
o "Syber Green". (Molecular Dynamics), de 
fotodocumentacao, e de analise por 
hibridizagao (Northern blot); 
d)clonagem do RNA mensageiro obtido em vetor 
plasmidial, cosmidio ou fagos, de forma a 
permitir a sua amplif icacao "in vitro"; 
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e) identificagao e isolamento do inserto de cDNA 
codificante para a EOPA atraves da selegao de 
.clones . por hibridizagao, ,-; imuno-selegao com 
..anticorpo especifico anti-EOPA ou atraves da 
detecgao da atividade especific.a da EOPA; 

f) . amplificagao e isolamento : db « inserto de cDNA 
desejado por PCR ( " polymerase : chain reaction") 
bu por simples amplificagao d© vetor contendo 

. este cDNA (crescimento : de bacterias. ; 

transformadas com .p'.v clone contendo o insert^- 
de cDNA codificante para a EOPA) seguido de'. 
digestaq ,com enzimas de restrigao que permitam 
o seu isolamento; 

Reivindlcagaiai 2 - Processo/ conforme -reivindicagao 
Xr caracterizado por,. a amplif icaga'o do cDNA 
desejado tambem poder ser realizada atraves da 
amplificagao direta por PCR a partir do RNA 
mensageiro ^ ou RNA total • "utilizando 

oligonucleotiideos especificos (RT-PCR "■>- reverse 
transcription polymerase chain reaction) ,* 

Reivindicagao 3 - Processo., conforme" reivindicagao. 
2, caracterizado por, o cDNA, identificado e 
isolado, ser submetido ao sequenciamento de toda a 
sua cadeia para permitir a determinagao e dedugao 
da respectiva sequencia primaria, possibilitar a 
ana.lise da estrutura primaria e ou secundaria da 
respectiva proteina, e permitir a analise de 




homologias com outras seqiiencias ja anteriormente 
depositadas em bancos de dados especificos e 
disponiveis. -X 

Reivindicagao 4 - Processo de produgao da EOPA 
5 humana recombinante, para a EOPA isolada e 
identif icada conforme reivindicaQao 1, 

e specif icamente em bacterids, carcaterizado por 
compreender as seguintes etapas : 

a) o cDNA codificante- para a EOPA, isolado • ::e 
10 identif icado, eiev^ra ser subclonado, em^xfase 

de . leitura aiberta, em vetor* de expressao 
plasmidial que" .permita a prbdugao da proteina 
desejada - EOPA, ha forma recombinante ou na 
foripca .de fusao ;com" proteinase om- digopeptideos. 
15 ahc0;ra que permitam ou facilitiem' o processo de 

purificagao da mesma; 

b) transf ormagao de celulas hospedeiras 

(bact^rias E. coll da linhagem DH5a ou 
BL2T( DE3 ) ou similar) com' " a construgao 
20 /'plasmidial contendo o ' ■ inserto de cDNA 

codificante para a EOPA clonado em fase de 
leitura aberta erri vetor de expressao descrita 
na etapa a) ; 

c) as bacterias transf ormadas obtidas sao 
25 amplificadas atraves do seu cultivo em meio de 

cultura apropriado, tal como, meio LB contendo 
antibiotico de selegao, ate atingir densidade 
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otica de aproximadamente 0,6 para leituras a 
560 a 600 run; 
d) as bacterias conteftdo a proteina desejada sao 
coletadas por centrif ugagao e podem sex 
estocadas a -20°C ou podem ser processadas 
imediatamente, dev'endo serem rompidas, por 
sqnicagem ou preasap mecanica, para que : a 
proteina recombinante; ou de fusao, presente no 
seu citoplasma, seja liberada para .'^a meio, 
onde a proteina na forma .de fusao. ppdera. ser 
recuperada,v e purificada; utilizando. eplunas de 

\ af inidade,-;- ; eletrof orese; ou..' cromatograf ia em 
fase liquida,\. "' .; v- 

e| avaliagao ; d.a pureza e qualidade da proteina 

• recombinant e assim obtida atraves de 
eletroforese em gel ' de poliacrilamida 
(SDS/PAGE) , Western blot, espectroscopia de 
massa, e medidas da sua atividade especifica 
por cinetica enzimatica ut.ilizando substratos 
peptidicos sinteticos ou naturals . 

Relvindicagao 5 — Processo conforme reivindica^ao 
4 , caracterizadLoi por, a transf ormagao de •? celulas 
hospedeiras poder ser realizada por simples choque 
termico (transf ormagao por "heat-shock") ou por 
eletroporagao, em bacterias previamente preparadas 
para cada urn destes fins. 
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Reivindicagao 6 - Processo conforme reivindicagao 
4, caracterizado por, na fase em que as bacterias 
trans formadas obtidas sao amplif icadas atraves do 
seu cultivo em me'io de cultura apropriado^ a 
5 produgao da prpteina desejada e induzida atraves. 
da adigao de compostos indutores de expre;ssao, 
como por exemplo o IPTG (isoprppyl- ■ 
tiogalactosidade) na. concentragao final em to.rno 
de 0,5 a I'.mM, ,seguido de incubagap a. 30°C a 37°C, 
10 , sob agitagab . 

ReiVindLica^ao 7 — Processo, conforms (reivindicagao 
4, caracterizado por, 'quando ' a p : roteina e 
; " produzida na forma de ' ftisao, a mesm'a e separada 
• ; '"das demais proteinas 5%: soluveis da bacteria 
15 f V (proteinas contaminantes) 'atraves da utilizagab de 
colunas de afinidade contendo o metal niquel 
imobilizado para fusao com poli-histidinas ou a 
• resina glutationa-sepharose para as proteinas :em 
: fusao com a GST ( glutathiona-S-transf erase) ; e 
20 ainda, em seguida, a proteina recombinante entao 
podera ser obtida atraves da clivagem da proteina 
-ou polipeptideo ancora atraves da dftgestao com 
proteases especificas, tais como trombina, fator 
X, enteroquinase, etc., cuja seqtiencia consenso de 
25 reconhecimento e de clivagem tenha sido 
previamente inserido no sitio de fusao entre a 
ancora e a proteina recombinante desejada. 
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Reivindica^ao . 8 - Processo de determina^ao da 
estrutura primaria do gene da EOPA humana, com 
base no processo da reivindica^ao 1/ caracterizado 
pelo fato de : >que a sequencia completa; do gene 
humano que co&ifica para a EOPA foi determinada 
atraves da analise da sequencia do genoirta humano 
disponivel int^erativamente em bancos i'dei dados 
publicos; identif icagao da constituigSo do 
referido ..gene como sendo 9 exofts ..e . 10 introns, 
estende ( ndo-se por aproximadamentfe- 4 0> kb, e estando 
localizado no cromossomo 17pl2^9,^' relativamente 
proximo dp locus do gene da p53;.. (aproximadamente 
0,7 cM) , e 'esta no mesmo brago do ' cromossomo. ; 17 
onde se- encontra o gene da Lisi v(17pl3.3); rio 
segmento. 5' a moritante do gene, englobando.^a 
regiao promotora, sao encontradbs sitios de 
ligagao para fatores de regulagao de transcrigao, 
tais como: API, cMyb, SP1, nMyc, cMyc, entre 
outros . 

Reivindicagao 9 — Processo de geragao do antilcorpb 
an ti -EOPA , especi f i camente ant i -EOPA humana 
policlonais e em camundongos , dafecaterizado por 
compreender as seguintes etapas : 

a)geragao dos anticorpos policlonais atraves de 
imunizagoes com a EOPA natural purificada do 
cerebro de animals ou com a proteina 
recombinante ativa produzida em bacterias; 
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b) realizagao das imunizag5es em camundongos da 
linhagem Balb-C ou High III, com 7 a 8 semanas 
de idade, pesando entre 18 a 22 

c) injegap por via intradermica ,;:.de 2 jug da 
proteiija purificada ou 3 jag da proteina 

recombinante absorvida em Kidroxido de 

s%. -"if- 
alumiriio [A1(0H) 3 ] ou em adjuvarite ; incompleto 

de Freurid em intervalos semanais du merisais, 

■V para cada uma das quatro i'muiiizagoes; 

••■<&) qbleta de amostras do saigue uma ' semana ou um 

J;) mes apos a ultima imun^agSo e ! estbeagem do 

sbro a: : -20°C; " ;V '''i ■• . * 

e) avaliagao do . titulo do ■■ anti-soro obtido 
"/atraves; ,de erisaios de ELISA e Western', blot 

utilizando o antigeno apropriado; ^ • 

f) Avaliagao utilizando o peptideo natural 
bradicinina como substrato, onde a . sua 
clivagem . foi'-, monitorada por -.HPLC/ e 
verificagao que o anti-soro obtido e" cap&z de 
bloquear ' a.; atividade peptidasica da E ; 0 PA. 

Reiyindicagao 10 - Processo de.v> caractferiza?|p das 
propriedades bioquimicas e proteoliticas da EOPA / 
a partir dos processos decritos nas rei vindicates 
1 ou 4, caracterizado pelo fato de utilizar-se 
ensaios cineticos e empregar-se substratos 
peptidicos naturais e sinteticos; obter-se 
proteina natural e recombinante apresentando 
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exatamente as mesnias caracteristicas bioquimicas e 
de e specif icidade . 

Reivindicagao 11 - Processo, conforme 
reiviridicagao 10, caracterizado por A EOPA 
caracterizar-se como uma end&peptidase tiol- 
ativav'ei, insensivel ao EDTA, com peso molecular 
em torno de 43 kDa, podendo e's'tar associada a 
outras proteinas do citosol gerando complexes de 
: massa molecular em torno de '70 kDa. 

Reivino^ cacao 12 ■ = 4" ^iProcesso;* . conforme 
reivindi cacao 10, caracterizado ipor, . a; proteina 
-natural, assim como a reconibinahte, ser capaz de 
<hidrolisar seletivamente 'peptideos de ;• 7 a 13 
iresiduos- de .aminoacidos, e apresentar: ponto 
isoeletrico entre =5,22 e 5,50, esta enzima 
hidrolisando especif icamente a ligacao Phe 5 -Ser 6 da 
bradicinina e a ligagao Arg 8 -Arg 9 da neurotensina, 
e liberando ainda [Met 5 ]- ou [Leu 5 ] -encefalinas de 
varios peptideos contendo encefalinas : em sua 
sequencia. 

■ ' ■ 

iReivindicagao , 13 - ^ Process©, conforme 
reivindicagao 10, caracterizado por serem 
uilizados diversos neuropeptideos como substrato, 
evidenciar-se que a sequencia primaria do 
substrato ao redor da ligacSo peptidica 
susceptivel nao permite vislumbrar a interagao com 
sub-sitios da enzima, como ocorre naturalmente com 
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outras enzimas proteoliticas, e de definir-se a 
correlacao e importancia do tamanho e conformagao 
dQ| substrate para a determine da especif icidade 
. da: EOPA. 

•v* 'it 

5 Re^indicacao 14 - Process^ de identificacao de 
inSbidores da EOPA, reconh#.da como uma tiol- 
protease ativada pelo agente*re;dutor ditiotreitol 
(DTT)y: e inibida par • inibidores classicos de 
. : - • cisteinil-proteases com6 os reagentes tiol, tils? 
1Q como, o p-cloro-merc&4enzoato (PCMB) e o aai|o' 
| 5 ' "? iti6bi ^~ (2-nitrob|nz6ico) ( ; DTNBf, ./Wacterisgao^ 
pelo fato , de que ; utili 2 am-se ' compostos que i 
mimetizam ,os substrates desta enzima, tais comb 
■ < derivados da; dinorfina, -marcados com;^ grupamento 
5: tiol-reativo • [Npys] ; : f S - (3-nitro-2- • 

. Piridinesulfenil) e identif ica-se a existencia de 
urn residue de cisteina critico prdximo ao sitio de 
catalise ;|ue reage irreversi^elmehte com o 
inibidor fsitio-dirigido, e icientifica-se, 
) finalmehte,- ■ • esta enzima, ' domo uma 

cisteinpprotease . 
' V ' t. •■' =N i i ■ 

Rexvindicacao 15 - Processo de identif ica ? ao de 
inibidores da EOPA, de acordo com a reivindicagao 
14, caracterizado por, A EOPA ser identif icada 
como uma endooligopeptidase tiol-ativavel, 
insensivel ao EDTA. 
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Reivindicagao 16 - Anticorpos inibidores da 

atividade catalitica e de interagao com 

;- 4 oligopeptideos, identif i^cados pelo processo da u;: 

V. reivindicagao 14, caracterizado por, A EOPA ser \y. 

5. inibida por compostos : especialmente desenhados 

:.• para a inibigao de metalqproteases, como o JA2, o 

cFP e o inbidor peptidico fosfinico, sendo que o 

j^nibidor JA2 e sintetizado .'a partir do cFP como urn 

inibidor especifieo para a thimet . oligopeptidase . 

. o> ; t . . t i'-" ..... 

10 Reivindicagao I 7 " Anticorpos, qonforme 

reivindicagao 16i, caracterizado por, ai^bos os 

. . compQstos tambem .inlbireni: a EOPA .com K ± semeih-ante 

:(~17 nM) . * : 

Reivindicagao 18 — Processo, ; {de identif icagao, 
15 conforme reivindicagao 14, para : ja determinagao da 
distribuigao da EOPA em ratos atraves da 
determinagao de sua atividade catalitica 
especifica, imuno-histoquimipa, hibridizagao "in 
=situ" .^e por Northern blot caracterizado pelo fato 
20 de que dentre os tecidos do cerebro, testiculo, 
ooragao, bago, figado, pulmao, musculo esqueletico 
e .rim,- analisados atraves da dosagem da atividade 
proteolitica especifica, o citosol do rim resulta 
nos menores niveis de atividade caracteristica da 
25 EOPA, a thimet oligopeptidase participa com 32% da 
agao total sobre o substrato Ab z - GFAP FRQ-E DDnp 
neste tecido, em face de uma distribuigao ubiqua 
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desta enzima, e a atividade da EOPA e da thimet- 
oligopeptidase esta distribuida homogeneamente no 
citosol em geral, saOsvo excegoes como o citosol£ do 
cerebro. e do rim. *>.'• 

Reivindicacao 19 — »K- Processo de identif icacao ; 
conforme reivindicacao 18, caracterizado pelo fa-to 
de que no citosol' do cerebro, a EOPA tern., 
distribuigao pref erencial, onde responde por 60%' ; 
da atividade . . oil gopeptidasica total, a'' atividade 
da- thimet ol-aigdpeptidase nao e . detectada'. 'e, alem 

v da: EOPA, identif icar-se que -20%' da ativlidade neste 
citosol e devido a • agao -da heurolisina- e 20% 
devido a agao. de outras enzimas citOs'ollcas que 

. hi-drolisam este substrato; ' utilizar-se ; Ens'aios de 
hibridizagao "'in situ", sendo que a expressao da 
EOPA e mais acentuada no cerebro, com sinais de 
hibridizagao mais fortes em algumas camadas do 
cortex, hipocampo, cerebelo:,i e nucleo basal de 

Meynert, em face de urn maior/;" nivel de transcrigao 
do.RNA mensageiro especifico hestas regioes. 

Reivindicacao .20 - ProCesso de identif icacao p 
conforme reivindicacao 18 bu 19, caracterizado 
pelo fato de que atraves de estudos de 
imunohistoquimica de distribuigao tecidual e 
celular identif ica-se a co-localizagao da EOPA com 
os peptideos opioides e seus precursores no 
sistema nervoso central, no corpo celular e 




axonios neuronals da retina de vertebrados, que 
sao ricos em [Leu 5 ] -encef alina . 

I* 

Reivindicacao 21 - Processo de idento;f icagao , 
conforme reivindicacao 20, caracterizado pelo fato 

5 da EOPA ser sifcretada para o espaco ext-racelular 
de forma analo'ga ; a outras enzimas metaboiizadoras 
de mensageiros 'peptidicos • 

Reivindicacao 22 - Metodo de ;ijEdentifi cacao de 
Condi goes de Patologias Congenit^s , " r inf ecciosas e 

10 . degene ieativas do si sterna ' nervo.sp ^central, pela. 

: '. determinagao da. atuagao da EOPA': n p prbcesso .de 

forma (pa^ do sistemS^-nervoso ceritr.al" durante" \ha- 

embriog^nese, caracterizado pelo. fato de , que: t sao 

efetuados ensaios ''de* ^hibridizapao' in situ 1 -ke* 

15 cortes de cerebro * de ratos recem-natos ou 

j 

embrioes; identif icagao^ do aumento no nivel de 
transcrigao do RNA mensageiro codificante para 
endooligopeptidase- A r :; : principalmente no cortex, %m 
embrioes recem-natos com idades em torno de, 5 a £0 
20 dias; identif icagao do dominio "Coiled-Coil" das 
endooligbpeptidases A, que se, ; apresentam com 
estrutura em forma de helice e capacidade de 
promover a interagao com outras proteinas . 

Reivindicacao 23 - Metodo, conforme reivindicacao 
25 22, caracterizado por, as endooligopeptidases A 
identif icadas apresentarem alta conservagao 
evolucionaria do dominio "coiled coil", expressas 




em diferentes animals/ tais como o homem, coelho,. 
camundongo e rato (proteina Nude-L ou Nude2) . 

Reivindicagap 24 - Metodo, conforme feivindica^ao 

. 22 , caracterizado por, as endooligopeptidases A 

5 com estru^oira em forma de . h^iice . estao 

relacionadas^ com a migragao nuclear i& : neuronal, 

esta estrut.ura possuindo fungao importante no 

processo de movimento celular que ocorre -durante a 

embjjiogenese . - . . jA. 

. ■ i\& 'X ' , , • K\ ■ 

10 Rei^indicagao 25 Metodo, cdnfoirme reivindicagao 

22,.> caracterizadd por, as prot-einas homologas . as 

endooligopeptidases'; A isoladas ; do rato (Nude2, 

GenBank Acc. No. NM_133320) e do camundongo (Nude- 

L, GenBank Acc. No ill AF323918) tambem apres:eniarem 

15 atividade peptidasica frente aos substfatos 

empregados para a EOPA, alem de terem a sua 

atividade proteolitica bloqueada pelos inibidores 

especificos para.- a EOPA. >. 

Reivindi cacao 26 - Metodo, conforme reivindicacao 

20 22, mediante a detecgao e determinagao do papel da 
EOPA ; em celulas man.tidas em cultura, caracterxzado 
por, atraves de ensaios, identificar expressao 
aumentada do RNA mensageiro da endooligopeptidase 
A nos corpusculos embrionarios e nas celulas em 

25 diferenciagao, em torno do 8° dia ap6s o 
tratamento dos mesmos com acido retin6ico, 
ocorrendo a formagao dos neuritos, e utilizar as 
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celulas totipotentes PI 9 derivadas de um 
teratocarcinoma murino, como modelo de 
diferen^iagao in vitro e para a ^dentificagSo de 
fatores.^necessarios para o seu _.'comprometimento 
• irrever.aivel com diferentes vias de dif erenciagao . 

Reivindicacao 27 - Metodo, deV acordo com a 
reivindicagao 26, caracterizado pdr, n a fungao da 
; endooligopeptidase A, ser- modulada aos niveis 
./geriico e proteico durante a . processo de. 
^■mfe ; renqiacao heuronal;: '0 ; atividade proteolitica 
t- da EOPA ..estar "presente rip-- eitosol de , celulas da 
linhagem PCI 2.' derivadas ./de.- um tumor de rato 
.(transpantable ; . rat pheochrom.ocytoma) , sendo esta 
. atividade modulada f rente aadigao de cAMP\ 
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Reivindicacao 28 - Metodo, conforme reivindicacao 
27, caracterizado pelo fato de que o tratamento 
desta linhagem PC12 com FGF . determina a 
dif erenciagao destas celulas para -um ;fenotipo 
neuronal,. .. observando-se a formagao de 
20 prolongamentos axonais, e a migragao da EOPA 
, presente " fiestas celulas tratadas com FGF, para a 
extremidade destes neuritos, em face do seu papel 
no processo de formagao destas extensdes celulares 
ou na formagao de conexoes com outras celulas. 



25 



Reivindicacao 29 - Metodo de determinacao do papel 
da EOPA em processos imunologicos , caracterizado 
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pelo fato de que o tamanho dos antigenos 

apresentados em associagao como MHC classe I e 

coincidente com o tamanho reqtferido para a ligagao 

corn,. -a EOPA (de 7 a 13 residups de aminoacidos) , 

5 os ( . : epitopos. comportam-se . como inibidores 

competitivos desta enzima, os: opioides tambem sao 

agentes imunomodul adores e ./a EOPA tambem e 

: < ,.: 
encontrada em celulas do si sterna imune, mais 

. particularmente, em macrofagos e linfocitos; -a 

1 10 expressao do MHC classe : I em tecido nervoso esta 

' ;* reldcionada a processor ±h£ecciosos ;/ degenerations 

" . e na plasticidade ■do'-'-SNC, e • que - o controle Vda 

1 : atividade '.peptidasica / :ou chaperon.' da EOPA esta. 

- • ' dlretamente*. relacionad'o a'o seu envolvimento nesses 

15 processor "ique sao inf luenciados *por. ; inibidories 

especificos ; da EOPA, 

Reivindicagao 30 — Metodo de Diagnostico , 

f. 

prevengao pu tratamento de doengas v congenitas, 
infecciosas e degenerativas do Si^tema Nervoso 
20 Central (SGN) , de acordo com oy-'s metodo de 
identif icagao da reivindica?ao . 22, ^caracterizado 
pelo -uso da seqiiencia / da EOPA no diagn6stico 
prevengao e tratamento dessas patologias. 

Reivindica<?ao 31 - Uso de xnibidores, competidores 
25 e seus derivados, para o tratamento de patologias 
neurologicas e degeneragoes teciduais, 

caracterizado pelo fato de serem empregados 



16/17 



inibidores e antagonistas da EOPA, na prevengao e 
tratamento dessas doengas. 

Reivindicacao 32 - Uso, cbnforme reivindicacao 30 
ou 31, caracterizado " pela utilizagao de 
5 • Unibidores, anticorpos : *-ou competidores que 
Vinterfiram na atividade proteolitica e/ou 
•chaperona da hEOPA, no diagnostico, prevengao ou 
tratamento dessas doengas . 

Reivindicacao 33 -f - Uso , conflorme reivindicacab 32 , 
10 caracterizado por^' : o ; des envoi vimento de inibidores 
para- a EOPA ser-. l f eito •:' a partir de = mode'los 
. estruturais de toxinas encontradas em substancias 
naturals, especlalmente em venenos. a.nimais. .;. •■ 

Reivindicacao 34 - Uso, conforme reivindicacao 33, 
15 caracterizado por, ser para o preparo de compostos 
ou drogas que interfiram no processo de inativagao 
ou - biotransformagao de neuropep^ideos promovido 
pela hEOPA. i : 

Reivindicacao 35 - Uso , conf orme reivindicacao 34 , 
20 caracterizado por, ser f eitb>v'atraves de inibidores 
peptidebs que desloquem outros peptideos' do centro 
ativo da iaEOPA. 

Reivindicacao 36 - Uso, conforme reivindicacao 34, 
caracterizado por, ser atraves de inibidores da 
25 atividade proteolitica/ chaperona da EOPA que 
influenciam a linf oprolif eragao ou outro papel que 



17/17 



o complexo MHC-classe I pode exercer nos processos 
infecciosos, degenerativos e de plasticidade do 
SNC. 



i 





Pqrcentagem das atividades 
endooligopeptidasicas com o substrato Abz- 
GFAPFRQ-EDDnp 




FIGURA 1 



RE SUMO 

Processo para a determinagao da estrutura primardLa 

r 

do RNA mensageiro codificante para a 
Endooligopeptidase Humana Recorobinante - A hEOPA e 
5 da sua seqiiencia proteica, para a determinagao do 
gene da EOPA Humana e para a produgao da e6pa 
humana recombinante ; Processo de gerapao de anti - v 
corpo anti-EOPA Humana polyclonals; . e . em 
camundongos; Processo de : caracterizagao e 

10 siibstratos sihteticos das propriedades -Bioquimicas 
e Proteoliticas da iEOPA; Proe<esjso .de 
identificagao de inibidoreS da EOPA E Anticorpos 
inibidores da atividade catalitica e de interagao 
coin oligopeptide© s ; Competidores e Antagonistas; 

15 Metodo de identif icagao de condigoes de patologias 
congenitas, infecciosas e degenerativas do sistema 
nervoso central e de determinagao do papel da EOPA 
em processos imunologicos; Metodo de Diagnostico, 
prievengao ou tratamento de doengas congenitas, 

20 infecciosas e degenerativas do Sistema nervoso 
Central; Uso de Inibidores e competidores e setts * 
derivados, para o tratamento de patologias 
neurologicas e degeneragoes teciduais, 

A invengao refere-se a endooligopeptidase 
25 A humana (AEOPA) recombinante, polinucleotideos 
que codificam para a A hEOPA, polinucleotideos que 
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indent! ficam a expressao da hEOPA em animals e 

humanos, substratos sinteticos utilizados para a 

determinagao da atividade proteolitica e chaperona 

da hEOPA, anticorpds especificos e inibido.res da 

5 sua atividade catalitica e . de . interagaq; com 

' oligopeptideos, competidores e antagonistas da .sua 

interagao com out r as proteinas .e formag^o . de 

complexos proteicos. [A invengao tambem se referfe a 

metodos para diagnostico . e/ou identif icagao de 

10 condigpe's Me Vpatologias congenitas,.. ■.^jifieccicisas e . 

.]• ...3;degenerat£yasX do- sistekia ';nervoso ge/ntfeal e para..:'' 

?. ^disfungSeiiv psiqui^tricfas,::. •' e. de ■'. yVepmportamento| ' :• ^ 

K f v Propoe. ai;nda, a. aplipagab de • .-•irriibidores .. e. .; 

:■: gompetidoresy ; incluindo ■,; . .anticorpbs:. • ou , seus -.s. . 

is^iderivados/ '.para o itra*tamento . de ; :■ patologiag...| : 
" ■•" $ •• ' '•■ ' - • "' ' • ■ ' ■ ' : £ ■ 

'neurologicas e degeneragoe.s teciduais. \- . 
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